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OZET

Helicobacter pylori, gram-negatif, mikroaerofilik, insan gastrik mukozasinda kolonize olan ve diinya
nifusunun ortalama %50'sini etkileyen bir bakteridir. Gastrik tlser, duodenal lser, kronik atrofik gastrit,
mukoza ile iliskili lenfoid doku lenfomasi ve mide adenokarsinomunda etyolojik ajan olarak sorumlu tu-
tulmaktadir. Bakterinin énemli bir virlilans faktori olan cagA (cytotoxin-associated gene A) geni, 120-145
kDa agirhiginda bir protein olan ve hiicre transformasyonuna yol acabilen CagA (sitotoksin iliskili gen A)
antijenini kodlamaktadir. cagA pozitif H.pylori suslarinin prevalansi cografi bolgelere ve hastalarin yas gru-
buna gore degisiklik gosterebilmektedir. Son yillarda yapilan calismalar, cagA pozitif H.pylori suglarinin
gastrik karsinom gelisiminde rol oynadigini diisiindiirmektedir. Bu calismada, eriskin ve cocuk hastalar-
dan izole edilen klinik H.pylori izolatlarinda cagA prevalansinin belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya,
1997-2003 yillari arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda bi-
yopsi orneklerinden izole edilen ve gastrointestinal patoloji saptanmis 107’si eriskin, 91'i cocuk hastaya
ait toplam 198 stok H.pylori susu dahil edilmistir. izolatlardan DNA ekstraksiyonu, setil trimetil amonyum
bromir (CTAB) yontemi ile yapilmis ve H.pylori cagA geninin 348 baz ciftlik bolgesi, F1 ve B1 (Gen Ban-
kasi no: L11714 pozisyon 1231 ve 1578R) primerleri kullanilarak “in house” polimeraz zincir reaksiyonu
ile cogaltiimistir. Calismamizda, klinik H.pylori izolatlarinda cagA geni pozitifligi toplam olarak %58.6
(116/198) oraninda tespit edilmis; eriskin hasta izolatlari icin H.pylori cagA pozitiflik orani %62 (66/107),
cocuk hasta izolatlari icin ise %55 (50/91) olarak belirlenmistir. Universite hastanemizde H.pylori klinik
izolatlarinda cagA prevalansini belirleyen bu calismanin verileri, gelismis Ulkelerden bildirilen sonuglarla
uyumlu bulunmustur.

Anahtar sézciikler: Helicobacter pylori, cagA, polimeraz zincir reaksiyonu.

ABSTRACT

Helicobacter pylori is a gram-negative, microaerophilic bacterium that colonizes human gastric mu-
cosa and affects approximately 50% of the whole world population. It has put the blame on gastric ul-
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cer, duodenal ulcer, chronic atrophic gastritis, mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma and sto-
mach adenocarcinoma, as the etiological agent. The cagA (cytotoxin-associated gene A) gene which is
one of the most important virulence factors of H.pylori, encodes a 120-145 kDa protein called CagA an-
tigen that may cause cell transformation. The prevalence of cagA positive H.pylori infections varies accor-
ding to geographical area and age of the patients. Recent studies have suggested that cagA positive
H.pylori strains play a role in the development of gastric carcinoma. The aim of this study was to evalu-
ate the prevalence of cagA positive H.pylori isolates in adult and pediatric patient groups in Hacettepe
University, Faculty of Medicine. The study was performed on 198 H.pylori stocked strains which have be-
en isolated between 1997-2003 period from biopsy specimens of 107 adult and 91 pediatric patients
with gastrointestinal pathology. Chromosomal DNA was extracted by the cetyltrimethyl-ammonium
bromide (CTAB) method, and a 348 bp region of the cagA gene was amplified by an “in-house” poly-
merase chain reaction (PCR) using F1 and B1 primers (Gene Bank number: L11714 position 1231 and
1578R). The evaluation of PCR products revealed that 58.6% (116/198) of the isolates were cagA posi-
tive. The rates of cagA positive H.pylori among the adult and pediatric isolates were 62% and 55%, res-
pectively. The present study demonstrates the prevalence of cagA in clinical isolates of H.pyloriin our uni-
versity hospital, and our data was found concordant with the results of studies reported from developed
countries.
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GiRisS

Helicobacter pylori, mikroaerofilik, sarmal sekilli gram-negatif bir bakteridir. H.pylori en-
feksiyonu yaygin olarak gorilen kronik bir enfeksiyon olup, diinya niifusunun yaklasik ya-
nsinin H.pylori ile kolonize oldugu bildiriimektedir'. H.pylori izolasyon orani gelismekte
olan (ilkelerde %70-90 iken, bu oran gelismis tilkelerde %25-50 arasinda degismektedir?.
Primer olarak insan mide mukozasinda kolonize olan H.pylori icin bulas yollari tam olarak
aciklik kazanmamistir. En yaygin gecis yolu, insandan insana fekal-oral, oral-oral ve gast-
rik-oral yoldur. H.pylori enfeksiyonunu takiben inflamatuvar yanit olarak gastrit gelisebi-
lir. Buna ek olarak H.pylori, gastrik Ulser, duodenal Ulser, mukoza ile iliskili lenfoma ve
gastrik kanser etyolojisinde de suclanmaktadir. H.pylori, toplumlarda %25-90 gibi ytiksek
oranlarda gorilmesine karsin, ortaya cikan gastrointestinal patolojilerin daha dustik sik-
likta olmasi, bakterinin viriilans faktérlerine ve konaga ait faktérlere baglanabilir'.

CagA (cytotoxin-associated gene A) proteini, H.pylori'nin 6nemli bir viriilans faktort
olarak kabul edilmektedir. cagA geni, cag patojenite adasinin ucunda bulunan 40 kb’lik
DNA parcasidir. Yatay (horizontal) gecisle kazanilan bu gen CagA antijenini kodlar®. H.
pylori mide hiicresine tutunduktan sonra, CagA proteini, tip IV sekresyon sistemiyle hiic-
re icine enjekte edilir. Burada Src kinazlarla tirozin fosforilasyonuna ugrar; boylece bak-
teri sinyal iletimi bozulur. Hiicresel disfonksiyon ve transformasyon meydana gelir. cagA
pozitif H.pylori ile enfekte olan kisilerde gastrik adenokarsinom gelisme olasiliginin daha
fazla oldugu ileri sirilmektedir®. Bu temele dayanarak, Uluslararasi Kanser Ajansi ve
Diinya Saglk Orgiitii, H.pylori'yi sinif 1 karsinojen olarak belirlemislerdir. Tiim diinyada
1-2. sirada gorilen neoplazma olarak rapor edilen gastrik adenokarsinomun etyolojisi-
nin H.pylori ve 6zellikle cagA pozitif H.pylori suslari ile iligkili bulunmasi, bu kanserin 6n-
lenebilmesi yolundaki calismalari artirmistir.
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Bu calismada, eriskin ve cocuk hastalardan izole edilen klinik H.pylori izolatlarinda
cagA prevalansinin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, 1997-2003 yillari arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mik-
robiyoloji Anabilim Dalinda endoskobik biyopsi drneklerinden izole edilmis olan ve stok
besiyerinde -80°C’de saklanan toplam 198 H.pylori susu dahil edildi. Gastrointestinal pa-
toloji saptanmis 107’si erigkin, 91'i ise cocuk hastaya ait bu klinik izolatlar, kiltir, Gram
boyama, Ureaz ve katalaz testleriyle H.pylori olarak tanimlanmisti.

izolatlarin DNA ekstraksiyonlari, setil trimetil amonyum bromiir (CTAB) yéntemi uy-
gulanarak gerceklestirildi*. Elde edilen DNA'lardan H.pylori cagA geninin 348 baz cift
(bg)’lik bolgesi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile cogaltildi. Bu amacla, F1 (5" GAT
AAC AGG CAA GCT TTT GAG G 3") ve BT (5’ CTG CAA AAG ATT GTT TGG CAG A3)
(Gen Bankasi no: L11714 pozisyon 1231 ve 1578R) primerleri kullanildi. Amplifikasyon
icin 95°C'de 5 dakika denatiirasyonu takiben, 94°C’de 30 saniye, 55°C’de 1 dakika,
72°C'de 2 dakika olacak sekilde 35 dongi ve 72°C’'de 5 dakika olarak gerceklestirildi.
Her PCR’de pozitif kontrol olarak H.pylori NCTC 11637 ve negatif kontrol olarak da ste-
ril distile su kullanildi. Elde edilen tim PCR urtnleri %1.3 agaroz jel elektroforeziyle ay-
ristinildi. Jel etidyum bromirle boyanip distile suyla yikanarak fazla boyadan arindirildik-
tan sonra ultraviyole 151k kaynagi tGzerinde incelendi.

BULGULAR

Calismamizda, toplam 198 H.pylori klinik izolatinin 116 (%58.6)'sinda PCR ile cagA
geni varhg saptanmustir. H.pylori cagA pozitiflik orani eriskin hasta izolatlar icin %62
(66/107), cocuk hasta izolatlari icin ise %55 (50/91) olarak belirlenmistir.

TARTISMA

Tim diinya nifusunun yaklasik %50'sinin H.pylori ile enfekte oldugu bildirilmekte-
dir. Bu yiksek prevalansa karsilik H.pylori'ye bagli gastrointestinal hastaliklarin gériilme
orani daha dsiiktiir’. Bununla birlikte, duodenal (lser, gastrik ilser, gastrik kanser ve
gastrik lenfoma gériilen cogu olgunun H.pylori ile enfekte oldugu belirtiimektedir'.
H.pylori'nin 6nemli virtilans faktorleri arasinda lreaz enzimi, vakuolizasyon toksini (va-
cuolating cytotoxin A; VacA) ve CagA proteini yer alir. Son yillardaki calismalar, virG-
lans faktorlerinin varligi ile klinik tablolar arasindaki iligkinin arastinlmasi tzerinde yo-
gunlasmustir.

CagA proteini H.pylori suglarinin %60-80’inde ve genellikle de VacA ile birlikte bulun-
maktadir®®. cagA geni ile gastrointestinal patolojilerin iliskilendirildigi calismalar oldugu
gibi, iliski kurulamayan calismalar da vardir’"'®. H.pylori prevalansi belirli yas gruplarinda
ve cografi bélgelerde farklilik géstermektedir. Gunn ve arkadaglarinin’ yaptigi calismada,
120 H.pylori izolatinin 91 (%76)‘inde cagA geni saptanmis ve bu suglarla enfekte hasta-
larda artmis inflamatuvar yanit ve daha yogun kolonizasyon gorilmustir. Ayrica, cagA
pozitif izolatlar ile gastroduodenal iilserasyon arasinda da pozitif iliski kurulmustur’.
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Bati Ulkelerinde yapilan bircok calismada, cagA pozitif suslarla gastroduodenal pato-
loji arasinda iliski saptanirken, yiiksek cagA gen prevalansinin gorildigu cografi bolge-
lerde bu gen, patojeniteyi belirlemede yol gdsterici olamamaktadir>®1°, Kim ve arkadas-
larinin® calismasinda, 208 ve 349 b¢'lik cagA bélgeleri arastiriimis ve sirasiyla %96.1 ve
%97 .4 oranlarinda pozitiflik bildirilmistir. Arastiricilar, bu kadar yiiksek cagA oraninin pa-
tojen olan ve olmayan H.pylori izolatlar arasinda ayirnm icin kullanilamayacagini belirt-
mislerdir’. Zheng ve arkadaslan® cagA ile peptik lser arasindaki iliskiyi arastirdiklari ca-
ismalarinda, 108 H.pylori izolatinin 95’inde cagA genini saptamislar; cagA pozitiflik ora-
nini peptik Ulserli hastalarda %86.6, peptik ulseri olmayanlarda ise %90.2 olarak bul-
muglar ve sonug olarak viriilans faktorlerinin gastrointestinal patoloji gelisiminde etkili
olamayabilecegini, konak-patojen arasi iliskinin daha 6nemli oldugunu ileri sirmdsler-
dir’. Maeda ve arkadaslari'®, gastrointestinal hastaliklardan bagimsiz olarak cagA pozitif-
lik oranini %90 olarak saptamislar ve Japon izolatlarinin cogunda cagA geninin bulundu-
gunu, bu nedenle gastrointestinal hastaliklarin gelisiminde bu genin bir belirte¢ olarak
kullanilamayacagini belirtmislerdir.

Ulkemizde Nagiyev ve arkadaslarinin'’ yaptigi calismada %84.1 oraninda tip 1
H.pylori klinik izolati saptanirken; Saribasak ve arkadaslarinin'? calismasinda H.pylori izo-
latlarinin %78’inde cagA geni pozitif olarak bildirilmistir. Bizim calismamizda da, eriskin
hasta grubunda cagA pozitiflik orani %62 olarak saptanmistir.

H.pylori izolatlarinda cagA pozitifligi yas gruplarina gore de farkhlik gostermektedir.
Alarcon ve arkadaslarinin'® calismasinda H.pylori izolatlarinda cagA pozitiflik orani 0-10
yas arasinda %23.8-28.6; 11-20 yas arasinda %30-40; 21-40 yas arasinda %70.6; 41-60
yas arasinda %70.9 ve 61-78 yas arasinda %44 olarak belirtilmistir. Saltik ve arkadaslari-
nin'* pediatrik hastalarda yaptiklari calismada ise cagA prevalansi %55.6 olarak saptan-
mig; gastroduodenal lezyonlar ile cagA arasinda bir iligki bulunmamugtir. Pediatrik yas
grubunda yapilan diger bir calismada da H.pylori klinik izolatlarinda cagA pozitiflik orani
%74.4 olarak saptanmistir'®. Bizim calismamizda bu oran %55 olarak belirlenmistir.

Sonug olarak calismamizda, gastrointestinal patolojisi olan H.pylori ile enfekte kisiler-
de cagA geninin toplam pozitiflik orani %58.6 olarak saptanmistir. Bu veri, Universite
hastanemizdeki prevalansin bilinmesi ve gelisebilecek gastroduodenal patolojilerin 6n-
lenmesi acisindan 6nemlidir. Ancak yine de gastroduodenal patoloji sonuclariyla cagA
pozitif H.pylori suslari arasindaki iliskinin arastinldigr daha kapsaml klinik calismalara ge-
reksinim vardir.
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